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在性传播疾病（STDs）中，梅毒的危害性和致死性仅次于艾

滋病[1]。梅毒的临床表现十分复杂，实验室诊断主要依靠血清学

方法查抗体，但由于早期梅毒患者感染梅毒螺旋体（TP）时间较

短，抗体滴度较低，血清学试验会出现阴性结果，导致漏诊。为

了探讨半巢式聚合酶链反应方法在一期梅毒早期诊断中的意

义，我们应用半巢式 PCR方法对临床诊断为一期梅毒患者的溃

疡组织液和血清进行检测，并与梅毒螺旋体颗粒凝集试验

（TPPA）结果进行比较。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 材料 菌株 TP- Nichols标准株（惠州疾病控制中心惠

赠）；TPPA试验试剂盒由日本富士株式会社生产。

1.1.2 样本来源 60例标本取自本院皮肤科门诊就诊者，患者

就诊前均有不洁性生活史或性伴侣有性病史，外生殖器部位浅

表溃疡和具有软骨硬度的结节 1~4个，临床诊断为一期梅毒。

其中男 42例，女 18例，年龄 19~60岁，平均 32.7岁。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 患者分别刮取溃疡面组织液和抽取 3ml血

液。溃疡面组织液洗脱于装有 0.5ml无菌生理盐水的 Eppendorf

管中，集中冻存于 - 70℃冰箱做半巢式 PCR；血液标本离心取

血清，分别做半巢式 PCR和 TPPA。

1.2.2 TPPA试验 按 TPPA试验试剂盒说明书要求操作。

1.2.3 半巢式 PCR扩增 polA基因 扩增引物与扩增条件参考

文献[2]：引物 F2：GTG TGC ACT C，GGCAT TAC AG.R2：GTC TGA

GCA C，I- II GCA CCGTA，F3：TGA AGC TGA CGA CCT CAT

TG。反应体系为 25μl：Xl×PCR 缓冲液（1.5mol／L MgCl2），

dNTPs 0.2mmol／L，引物 0.5pmol／L，Taq 酶 0.5U，DNA模板

2μl（外循环）或 lμl内循环）。反应条件：外循环以 F2和 R2为

引物，94℃5min；94℃15s，56℃30s，72℃45s，循环 20次；72℃延
伸 5min；内循环：以 F3和 R2为引物，94℃5min；94℃15s，56℃
30s，72℃45s。循环 30次；72℃延伸 7min。PCR扩增设阴性对

照（PBS）和阳性对照（TpNichols标准株）。取扩增终产物 l0μl，

用 2％琼脂糖电泳（3V／cm，2h），EB染色 10min，紫外灯下观

察结果。

2 结果

2.1 半巢式 PCR检测结果 半巢式 PCR检测血清和溃病组

织液标本的结果，见图 1~2。

2.2 半巢式 PCR和血清学方法检测 组织液半巢式 PCR检
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测结果的阳性率为 93.33%, 而血清半巢式 PCR检测结果的阳
性率仅为 21.67%，两者相比差异有统计学意义（P<0.05），而
TPPA检测结果的阳性率与组织液半巢式 PCR检测结果相当，
两者相比差异无统计学意义（P>0.05）。结果见表 1。其中 11例
血清半巢式 PCR的检测结果为阳性者，组织液半巢式 PCR都
为阳性；4例组织液半巢式 PCR阳性，而 TPPA阴性；1例 TPPA
阳性，组织液半巢式 PCR阴性。

注：M：DNA Marker；P：阳性对照（TP标准株）；1~6为临床血清标本；N：

阴性对照

Note：M：DNA maker；P：Positive control （TP strain）；1- 6 is serum

sample；N：legative control

图 1 半巢式 PCR检测一期梅毒血清 PCR电泳图
Fig 1 Result of serum sample measured by semi nested- PCR

M：DNA Marker；P：阳性对照 Positive Con trol（TP标准株）；1~6为临床

溃疡组织液标本（1- 6 is ulcer sample)；N：阴性对照（Negative control）

图 2 半巢式 PCR检测一期梅毒溃疡组织 PCR电泳图
Fig 2 Result of ulcer secretion dample measured by Semi
nested- PCR

表1 半巢式 PCR与 TPPA检测结果比较
Tab 1 Compare results of 60 patients measured by Semi- nested
PCR and TPPA

注：与组织液巢式 PCR比较，△P<0.05.

Note：compared to nested PCR，△P<0.05.

3 讨论

PCR是诊断梅毒的新方法，已经广泛运用于梅毒的诊断[3~5]，

但引物的特异性和敏感性仍是当前梅毒基因诊断的两大主要

问题。当用常规 PCR扩增标本时，由于标本中存在不明的、难以

去除的 PCR抑制物，因而阳性率低[6]。半巢式 PCR是一种以第

一对引物扩增的片段为模板再次进行扩增的方法，增加了检测

的敏感性和特异性，而且再次扩增只增加了一条扩增引物，引

物不需要标记，扩增无需专用荧光定量 PCR扩增仪，因此具有

敏感、特异、低成本等优点。Behrhof等[2]用半巢式 PCR扩增福尔

马林固定和石蜡包埋的活检标本显示较常规 PCR敏感性明显

增加。

本研究中，有 4例组织液半巢式 PCR阳性，而 TPPA阴性，

这可能是梅毒感染早期特异性 TP- gG抗体尚未产生，或滴度太

低而未达到检测下限所致。1例 TPPA阳性，组织液半巢式 PCR

阴性，可能因取材不当，或病人处于初期梅毒的晚期，组织液中

TP含量极低、存在难以去除的 Taq酶抑制因子有关。

半巢式PCR扩增血清中的TP- DNA阳性率较低，仅有 21.67%，

而半巢式 PCR 扩增组织液中的 TP- polA基因阳性率高达 93.

33%，两者相比有统计学意义（P<0.05）；与半巢式 PCR扩增组

织液中的 TP- DNA相比，TPPA检测 TP的阳性率与其相当，两

者相比无统计学意义，这表明对于早期梅毒，取组织液标本做

半巢式 PCR检测 TP- DNA敏感度高，特异性强，可作为检测早

期梅毒的新方法，作为血清学方法的有效补充。
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